Untersuchung des mTOR Signalweges im kolorektalen Karzinom und seinen prämalignen Vorstufen by Magid, Hayman
 
 
Aus der Klinik für Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Gefäß- und Kinderchirurgie 
Klinische Medizin 
der Medizinischen Fakultät 




Untersuchung des mTOR Signalweges im kolorektalen Karzinom 





zur Erlangung des Grades eines Doktors der 
Zahnheilkunde 
der Medizinischen Fakultät 












1. Zusammenfassung ........................................................................................... 1 
1.1 Zusammenfassung ........................................................................................ 1 
1.2 Abstract ......................................................................................................... 2 
2. Einleitung ........................................................................................................... 4 
2.1 mTOR ............................................................................................................ 4 
2.1.1 S6K1 ........................................................................................................... 6 
2.1.2 AKT ............................................................................................................ 7 
2.2 Ziele der Arbeit .............................................................................................. 9 
3. Material und Methodik ...................................................................................... 9 
3.1 Materialien ..................................................................................................... 9 
3.1.1 Verbrauchsmaterialien ................................................................................ 9 
3.1.2 Instrumentarien ......................................................................................... 10 
3.1.3 Chemikalien/ Biochemikalien .................................................................... 11 
3.1.4  Angewendete Sets .................................................................................. 11 
3.1.5 Assay on Demand .................................................................................... 12 
3.1.6 Software ................................................................................................... 12 
3.1.7 Auswahl des Patientenkollektivs ............................................................... 12 
3.2 Methoden .................................................................................................... 16 
3.2.1 Proteinisolation ......................................................................................... 16 
3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration ...................................................... 17 
3.2.3 Gesamt-RNA-Isolation .............................................................................. 17 
 
 
3.2.4 ELISA ....................................................................................................... 19 
3.2.5 RNA-Konzentrationsbestimmung ............................................................. 22 
3.2.6 cDNA-Synthese ........................................................................................ 22 
3.2.7 PCR .......................................................................................................... 24 
3.2.8 qRT-PCR .................................................................................................. 24 
3.2.9 Statistik und Auswertung .......................................................................... 27 
4. Ergebnisse ....................................................................................................... 28 
4.1 RNA-Ebene ................................................................................................. 29 
4.2 Proteinebene ............................................................................................... 31 
5. Diskussion ....................................................................................................... 36 
5.1 mTOR .......................................................................................................... 36 
5.2 S6K1 ............................................................................................................ 38 
5.3 AKT ............................................................................................................. 40 
5.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung ................................................... 42 
6. Anhang ............................................................................................................. 43 
6.1 Verzeichnis der Abbildungen ....................................................................... 43 
6.2 Verzeichnis der Tabellen ............................................................................. 43 
6.3 Abkürzungsverzeichnis ................................................................................ 44 
6.4 Literaturverzeichnis ..................................................................................... 46 
7.Danksagung ..................................................................................................... 54 







Hintergrund und Ziele: Das Kolorektale Karzinom (CRC) ist die  vierthöchste, 
krebsbedingte Todesursache weltweit. Der mTOR/S6K1/AKT Signalweg scheint 
maßgeblich an der Entwicklung, dem Wachstum und der Metastasierung 
verschiedener Tumoren beteiligt zu sein. Die hier durchgeführte Arbeit diente dem 
Ziel, pathologisches sowie das korrespondierende normale Tumornachbargewebe im 
Hinblick auf das Expressionsverhalten von mTOR, S6K1 und AKT zu untersuchen. 
 
 
Methoden: Untersucht wurde schockgefrorenes Gewebe aus Operationspräparaten 
des Labors der Klinik für Allgemein-, Viszeral-, Gefäß- und Kinderchirurgie des 
Universitätsklinikums des Saarlandes in Homburg-Saar. Es wurden insgesamt 63 
Gewebeproben, davon 20 kolorektale Karzinome (CRC), 19 kolorektale 
Lebermetastasen (CRLM), 15 Enteritiden und 9 Adenome, untersucht. Im ersten 
Schritt wurde die Expression von mTOR, S6K1 und AKT auf der RNA Ebene mittels 
einer RealTime-PCR untersucht. In einem zweiten Arbeitsschritt erfolgte die 




Ergebnisse: Die Expressionsanalyse von mTOR und S6K1 auf der RNA Ebene 
ergab signifikante Unterschiede zwischen pathologischem und korrespondierendem 
Tumornachbargewebe bei CRLM-Patienten (P<0,05). Dieses Ergebnis konnte nicht 
auf der Proteinebene bestätigt werden. In der CRC-, Adenom- und Enteritid- 
Patientengruppe zeigten weder mTOR noch S6K auf der Proteinebene eine 
signifikant erhöhte Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum 
Tumornachbargewebe. Es zeichnete sich aber ein signifikanter 
Expressionsunterschied für das mTOR Protein in den Enteritiden ab, in denen das 
mTOR Protein signifikant höher exprimiert wurde als in der  der CRC- und CRLM-
Gruppe (P<0,05).  
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Das AKT Protein zeigte weder auf der RNA- noch auf der Proteinebene einen 
signifikanten  Expressionsunterschied in einer der untersuchten Entitäten. 
Weiterhin liess sich keine Korrelation zwischen erhöhter mTOR, S6K1 und AKT 
Proteinexpression und den in dieser Untersuchung aufgeführten klinischen und 
pathologischen Parametern bei CRC-Patienten beobachten. 
 
 
Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten nicht auf eine  Rolle des 
mTOR, S6K1 und AKT Proteins  bei der Entwicklung des CRC und seiner 
prämalignen Vorstufen hin  Die Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin, dass das  
mTOR Protein  eine  Funktion im entzündeten kolorektalen Gewebe hat, da im 
entzündlichen kolorektalen Gewebe der Enteritid Patienten eine signifikant erhöhte 
mTOR- Proteinexpression im Vergleich zu den anderen untersuchten Entitäten 
gemessen wurde. Es konnte keine Korrelation zwischen erhöhter mTOR, S6K1 und 
AKT Proteinexpression und den in dieser Untersuchung aufgeführten klinischen und 
pathologischen Parametern bei CRC-Patienten beobachtet werden. 
Im Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit bedarf es weiterer Untersuchungen mit 
größeren Patientenkollektiven. Dabei wäre es auch interessant, weitere 
experimentelle Nachweismethoden wie etwa Immunhistochemie und Western Blot 







Background and Goal of the study: Colorectal cancer (CRC) is the fourth most 
common cause of cancer death globally. The mTOR/S6K1/AKT pathway seems to be 
involved in development, growth and metastasis of various tumors. The goal of this 
study was to compare the expression profiles of mTOR, S6K1 and AKT in colorectal 





Methods: Shock-frozen tissue, taken from surgical specimens of  patients operated 
at the University Hospital Homburg-Saar, were investigated. A total of 63 patients (20 
CRC-, 19 CRLM-, 15 Enteritides- and 9 adenoma patients) were examined. Initially, 
the expression profiles of mTOR, S6K1 and AKT were analyzed and compared on 
the RNA level in tumor tissues and its corresponding neighboring tissues by 
RealTime PCR. In addition, mTOR, AKT and S6K1 were also analyzed on the protein 
level by ELISA. 
 
 
Results: The CRLM patients showed a significant expression of mTOR and S6K1 on 
the RNA level (P<0,05). These findings could not be confirmed on the protein level. 
In the CRC, adenoma and Enteritids patient groups neither mTOR nor S6K1 have 
shown  a significantly higher expression in tumor tissues compared to tumor 
neighboring tissues. However, a significant expression difference was observed for 
the mTOR protein in the Enteritids, where mTOR protein was significantly higher 
expressed than in the CRC and CRLM patient cohorts (P<0.05). 
AKT did not present a significant expression on protein and RNA level in either 
group. Furthermore, we could not determine any correlation between increased 
mTOR, S6K1 and AKT protein expression and the clinical and pathological 




The results of this study do not suggest a role for mTOR und S6K1 proteins in the 
CRC development. However, the results do suggest that mTOR protein has a 
function in inflammated colorectal tissue as mTOR protein expression was shown to 
be significantly higher in Enteritids in comparison to the other entities. 
AKT does not appear to be involved in the pathogenesis of CRC or its pre-stages. 
mTOR, S6K1 and AKT protein expression are not correlated with gender, TNM-stage 
and metastasis based on the results of this study. However, more investigations with 
larger groups of patients are needed. Therefore, it is important to use different 
experimental designs, such as immunohistochemical and western blot analysis, to 








Die Entdeckung des Immunsuppressivums Rapamycin und dessen Wirkungsweise 
führten zur Entdeckung des mammalian Target of Rapamycin (mTOR)-Komplexes. 
mTOR wird durch Rapamycin inhibiert. Es ist bislang in jedem eukaryotischen 
Genom nachgewiesen worden, was die Bedeutsamkeit dieses Proteinkomplexes 
wiederspiegelt. mTOR dient zum einen als Sensor für  intra-, sowie extrazelluläre 
Signale und zum anderen als ein zentraler Regulator für Zellstoffwechsel,                     
-wachstum, -proliferation und überleben.  
Die zentrale Wirkung von mTOR wird über die Phosphorylierung von anderen 
Molekülen erzielt, wodurch diese aktiviert werden. In verschiedenen Modellsystemen 
konnte gezeigt werden, dass der mTOR Stoffwechselweg für die zelluläre 
Homöostase essentiell ist und dass eine aberrante Veränderung der 
Phosphorylierungsaktivität zu einer Entwicklung von Fettleibigkeit, Diabetes und 
Krebs beitragen kann (Dann et al., 2007). In verschiedenen Krankheiten, 
insbesondere bei Tumorerkrankungen, wird eine aberrante Regulation des mTOR 
Stoffwechselweges, ausgelöst durch Mutation oder  Hyperaktivität des mTOR 
Proteinkomplexes, mit Gewebswucherung und Tumorwachstum in Verbindung 
gebracht (Strimpakos et al., 2009; Willems et al., 2012; Zaytseva et al., 2012; Cheng 
et al. 2013).  mTOR ist eine Serine/Threonin-Kinase und gehört zur Phosphoinositide 
3-kinase (PI3K) Familie. Das mTOR Protein lässt sich in zwei unterschiedliche multi-
Protein Komplexe unterteilen: mTOR comlex 1 (mTORC1) und mTOR complex 2 
(mTORC2) (Guertin et al., 2007; Laplante et al., 2009).  
Dabei kontrolliert mTORC1 das Zellwachstum in Abhängigkeit von Energieangebot 
und Wachstumsfaktoren, während mTORC2 für Zellproliferation und, -überleben 
zuständig ist. mTORC1 ist ein Multiproteinkomplex bestehend aus fünf 
Komponenten: mTOR, welches die katalytische Untereinheit bildet; regulatory-
associated protain of mTOR (Raptor); mammalian lethal with Sec13 proteine 8 
(mLST8/GßL); proline-rich AKT substrate 40 kDa (PRAS40) und DEP-domain- 
containing mTOR-interacting protein (Deptor) (Loewith et al., 2002). Die exakte 
Zusammensetzung der einzelnen Komponenten des mTORC1 kann je nach Zelltyp 
und -lokalisation variieren (Laplante et al., 2012). Raptor wirkt positiv regulierend auf 
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mTORC1, übt eine Stabilisierungsfunktion auf den Komplex aus und ist Ziel 
zahlreicher Interaktionspartner (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002; Schalm et al., 
2003). PRAS40 und Deptor hingegen regulieren den mTORC1-Komplex negativ 
(Sanak et al., 2007; Peterson et al., 2009). mLST8 bindet an die Kinaseeinheit von 
mTOR und reguliert diese positiv. Es scheint, als könne mLST8 eine Rapamycin-
sensitive Bindung zwischen Raptor und mTOR herstellen (Kim et al., 2003).  
Der mTORC2 Komplex besteht aus mTOR, rapamycin-insensitive companion of 
mTOR (Rictor), mammalian stress-activated PK-interacting protein-1 (mSIN1), 
mLST8,Protor-1, heat shock protein 70-α (Hsp70) und Deptor (Jacinto et al., 2004; 
Sarbassov et al., 2004; Frias et al., 2006; Pearce et al., 2007). Rictor ist für die 
katalytische Aktivität von mTORC2 von Bedeutung und arbeitet  analog zu Raptor in 
mTORC1 (Sarbassov et al., 2004). Das mSIN1 ist eine essentielle Untereinheit von 
mTORC2, da es zum einen für die Komplexbindung und zum anderen für die mTOR 
Aktivität und der damit verbundenen Phosphorylierung von AKT-Ser473 fungiert 
(Yang et al., 2006). Das mLST8 ist eine stabile Komponente beider mTOR Komplexe 
(Guertin et al., 2006). Protor-1 interagiert mit Rictor, ist aber für die anderen 
Untereinheiten des mTORC2 Komplexes nicht essentiell (Pearce et al., 2007). Das 
Hsp70 ist für die richtige Formation und Kinaseaktivität von mTORC2 erforderlich 
(Martin et al., 2008).  
Die Rolle von  mTOR für das Tumorwachstum wurde in den letzten Jahren näher 
untersucht. mTOR spielt schon in frühen Entwicklungsstadien der Tumorgenese eine 
Rolle, was die besondere Bedeutung dieses Proteins unterstreicht (Zhang YJ et al., 
2009). Sowohl für mTORC1 wie für mTORC2 wurde eine Überexpression im CRC 
gemessen (Roulin D et al., 2010). In diesen Zusammenhang spielen auch der der 
stromabwärts gelegene Effektor S6K1, der von dem mTOR Komplex 1 phosphoryliert 
wird, sowie die Proteinkinase B (AKT), die von dem mTOR Komplex 2 phosphoryliert 
wird,  eine zentrale Rolle. Mutationen in beiden Genen wurden mit einer 




Abb. 1: mTOR Signalweg. Der mTOR Signalweg ist ein zentraler Regulator in der 
Zelle. mTORC1 und mTORC2 nehmen zwar unterschiedliche Aufgaben wahr, 
reagieren jedoch gemeinsam auf externe Stimuli wie etwa Hypoxie, zellulärer Stress, 
Zytokine und Wachstumsfaktoren. mTOR reguliert Zellwachstum und, -teilung, 






Das S6K1 gehört zur cAMP Proteinkinase A/ Proteinkinase G/ Proteinkinase C (AGC 
Kinase) Familie. AGC Kinasen sind Serine-Threonin Kinasen, welche regulierend auf 
einige zelluläre Prozesse, wie etwa Zellwachstum, -überleben und –metabolismus, 
wirken (Pearce et al., 2010). Es besitzt zahlreiche Isoformen, wie u.a das p70-S6K1. 
Dieses besitzt 502 Aminosäuren und ist sowohl im Zytoplasma, sowie im Zellkern 
lokalisiert (Rosner et al., 2011). Das S6K1-Protein fungiert als ein stromabwärts 
Effektor des mTOR-Komplexes und spielt eine entscheidende Rolle für dessen 
Signalweg.  Die Aktivierung von S6K1 beginnt mit einer initialen Phosphorylierung 
von vier Serin Einheiten des C-Terminus: S411, S418, S421 und S424 (Ben-Hur et 
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al., 2013). Dies führt zur Umstrukturierung des Proteins, welches mTOR die 
Phosphorylierung des T389 Restes ermöglicht  und schließlich S6K1 aktiviert 
(Burnett et al., 1998 ). Der Aktivierung des S6K1 Proteins bedarf es außer mTOR 
noch das GßL-, das AKT-, und das PRAS40-Protein (Kim et al., 2003; Haar et al., 
2007). Bei Nahrungskarenz wird die mTOR Aktivität gehemmt, was gleichzeitig auch  
eine Dephosphorylierung von S6K1 bewirkt (Pardo et al., 2013).   
Der mTOR/S6K1 Signalweg ist in diversen Tumoren dereguliert wird derzeit als 
wichtiger Faktor für die Pathogenese verschiedener Tumorentitäten angesehen 
(Georgrescu et al., 2010). Dabei zeigt das S6K1 Protein sowohl eine erhöhte 
Aktivität, als auch eine Resistenz gegenüber Arzneistoffen und Chemotherapie, was 




Abb. 2:  Struktur des S6K1 Protein. NTD: N-Terminus; CTD: C-Terminus Domäne; 







AKT besteht aus drei nahezu identischen Proteinen: AKT1, AKT2 und AKT3. Diese 
Proteine sind Serin/Threonin Kinasen und gehören zur Familie der  Proteinkinase B 
(PKB), welche wiederum zur cAMP Proteinkinase A/ Proteinkinase G/ Proteinkinase 
C (AGC Kinase) Familie gehören. Alle drei Isoformen besitzen ein Pleckstrin-
homolog (PH) Ende, eine zentrale Kinase Domäne und ein hydrophobes Carboxyl 
Ende welches als Regulator fungiert. Das AKT-Protein kann an zwei Stellen 
phosphoryliert werden. Zum einen an der Kinase Domäne (T308/T309/T305) und 
zum anderen am Carboxyl Ende (S473/S474/S472). Die Phosphorylierung nur einer 
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Stelle z.B. durch mTOR am S473 bewirkt keine vollständige Aktivierung von AKT 
(Sarbassov et al., 2005). Vielmehr ist dazu die Phosphorylierung an beiden Stellen 
notwendig. Neben dem mTORC2, kann das AKT auch von DNA-Dependent Protein 
Kinase (DNA-PK) und phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK-1) aktiviert werden 
(Hemmings et al., 2012). Inhibitoren des AKT Signalweges sind Protein phosphatase 
2A (PP2A) (Andjelkovic´ et al., 1996), PH domain and leucine rich repeat protein 
phosphatase 1 (PHLPP1/2) (Brognard et al., 2007) und Phosphatase and Tensin 
homolog (PTEN) (Stambolic et al., 1998).  
AKT/PKB ist ein Knotenpunkt zahlreicher zellulärer Signalkaskaden und ist ein 
wichtiger stromabwärts gelegener Effektor der Phosphoinositid-3-Kinase, welcher 
sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen Zellen eine wichtige Rolle 
spielt (Engelman et al., 2009;  Manning et al., 2007; Franke et al., 2008). Das AKT 
Protein spielt für die Regulation von Zellproliferation, -überleben, und -größe, sowie 
für den Glucosemetabolismus und die Angiogenese eine zentrale Rolle (Bellacosa et 
al., 2005). Eine Hyperaktivität dieses Signalweges ist in vielen Tumorarten 





Abb. 3: Struktur der AKT/PKB Isoforme in humanen Zellen. Die Zeichnung 
verdeutlicht außerdem die Serin u. Threonin Aktivierungstellen der jeweiligen 





2.3 Ziele der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des mTOR/p70-S6K1/AKT Signalweges im 
CRC-, CRLM-, Adenom-, und  Enteritid-Gewebe. Untersucht wurde das 
Expressionsprofil von mTOR, S6K1 und AKT auf RNA- und Proteinebene in den 
erwähnten Entitäten. Ferner wurde analysiert, ob es einen Zusammenhang zwischen 
der Expression des mTOR/S6K1/AKT Signalweges  und verschiedenen klinischen 
sowie pathologischen Parametern bei CRC-Patienten  gibt. Dazu wurden insgesamt 
63 Gewebeproben auf der RNA- und Proteinebene isoliert und hinsichtlich der 
Expression von mTOR, S6K1 und AKT untersucht. 
 
 








ELISA-Platten,  96-Well Reaktions Platte R&D Systems 
ELISA-Plattenfolie R&D Systems 
Küvette, UVette® Eppendorf 
MicroAmp® Optical 96-Well Reaktions 
Platte 
Applied Biosystems 
Minisart® plus Spritzenvorsatzfilter Sartorius 
PCR-Reaktionsgefäße, 0.2 ml VWR International GmbH 
Pipettenspitzen (0.1-100/200/1000 μl) Greiner Bio-One GmbH 
Reaktionsgefäße/Eppis (1.5/2 ml) Eppendorf 
Ritips® professional Ritter GmbH 
Serological Rotilabo® Pipetten 
(10/15/25ml) 
Carl Roth GmbH + Co. KG 
Sterile Einmalspritzen HSW 
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Zentrifugen Röhrchen (15/50 ml) VWR International GmbH 







7900HT Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems® 
Abzugshaube Köttermann GmbH 
Dispergiergerät Ultra-Turrax ®T8 IKA® -Werke GmbH Co. KG 
Herafreeze HFU-Basic Serie, -86°C Heraeus 
Incubator (37 °C; 5,0 % CO2) NuncTM RS Biotech 
Multipette® Plus Eppendorf 





Pinzetten Carl Roth GmbH + Co KG 
Pipetten (10/20/200/1000μl) Eppendorf 
Pipettierhelfer, Accu-Jet® Pro VWR International GmbH 
RCT basic IKA® -Werke GmbH Co. KG 
Rotilabo®-Mini-Zentrifuge Carl Roth GmbH + Co KG 
SimpliAmp™ PCR-Cycler Applied Biosystems® 
Vortex Labdancer S40 VWR International GmbH 
Vortex REAX 2000 Heidolph 
Waage Sartorius AG 
Zentrifuge, Zentrifuge 5417R Eppendorf 
Zentrifuge, Zentrigue 5810R Eppendorf 







3.1.3 Chemikalien/ Biochemikalien 
 
Produkt Hersteller 
Bacillol® Bode Science 
BSA (1%) R&D Systems TM 
Destilliertes Wasser VWR 
EDTA Carl Roth® 
Ehtanol (70%, 99%) Sigma-Aldrich® 
HPLC-H2O VWR 
NaF Merck KGaA 
PBS life technologic 
ProteaseArrest™ G-Biosciences 
RIPA Lysis & Extraction 
Buffer 
G-Biosciences 
RNase-Free Water QIAGEN 
SDS-Lösung Amersco® 
Streptavidin-HRP R&D Systems TM 
Triton X-100 Carl Roth® 
Tween (0,05%) Carl Roth® 
Urea Carl Roth® 
Tab. 3: Chemikalien/ Biochemikalien 
 
 
3.1.4  Angewendete Sets 
 
Set Hersteller 
BCA TM Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific 
DuoSet® IC für Phospho-AKT (S473) R&D Systems TM 
DuoSet® IC für Phospho-p70 S6 Kinase 
(T389) 
R&D Systems TM 
DuoSet® IC für Phospho-TOR (S2448) R&D Systems TM 





RNeasy® Mini Kit QIAGEN 
TaqMan® Gene Expression 
Master Mix 
Applied Biosystems™ 
Tab. 4: Angewendete Sets 
 
 
3.1.5 Assay on Demand 
 
Assay on Demand Hersteller Identifikationsnummer 
mTOR Thermo Fisher Scientific HS00234508_M1 
AKT Thermo Fisher Scientific HS00178289_M1 
p70sk61 Thermo Fisher Scientific HS00923433_M1 
pmm1 Thermo Fisher Scientific HS00160195_M1 












3.1.7 Auswahl des Patientenkollektivs 
 
Alle Gewebeproben wurden während der Operation entnommen und in der Klinik für 
Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Gefäß- und Kinderchirurgie der Universität des 
Saarlandes bei – 80°C gelagert. Es wurde pathologisches sowie das dazugehörige 
gesunde Tumornachbargewebe entnommen und bei – 80°C gelagert. Es liegt sowohl 
die  Einverständniserklärung der Patienten als auch die Zustimmung der örtlichen 
Ethikkommission, der Ärztekammer des Saarlandes, vor.  
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Hierbei wurden insgesamt 63 Gewebeproben untersucht: 20 Kolorektale Karzinome 
(Primärtumor Kolon n = 10, Primärtumor Rektum n = 10), 19 Lebermetastasen, 15 
Enteritiden und 9 Adenome. Über das Alter zum Zeitpunkt der Operation, das 
Geschlecht der Patienten, TNM-Stadium und Grading sowie weitere untersuchte 
Parameter  geben die  Tabellen 7 bis 10 Auskunft: 
 
 
Charakteristik CRC (n=20) 
Lokalisation des 
Primärtumors 
 Kolon 10 
Rektum 10 
Geschlecht 
 Männlich 13 
Weiblich 7 
Alter bei OP 
 Durchschnitt 68,8 
Intervall 55-80 
TNM-Stadium 
 I+II 7 
III+IV 13 
Grading 





 positiv 7 
negativ 13 
Invasion in Venen 






 Arterielle Hypertonie 7 
Adipositas 2 








Charakteristik CRLM (n=19) 
Primarius 
 Kolon-CA 12 
Rektum-CA 7 
Geschlecht 
 Männlich 10 
Weiblich 9 
Alter bei OP 
 Durchschnitt 62,9 
Intervall 51-74 
Chemotherapie 
 Positiv 7 
k.A 12 
Weitere Erkrankung 
 Arterielle Hypertonie 5 
Diabetes mellitus 2 
KHK 2 
Adipositas 1 






Charakteristik Adenom (n=9) 
Ursprung 




 Männlich 6 
Weiblich 3 
Alter bei OP 
 Durchschnitt 64,1 
Intervall 45-75 
Chemotherapie 
 Positiv 1 
k.A 8 
Weitere Erkranung 
 Diabetes mellitus 1 




Charakteristik Enteritiden (n=15) 
Art der Entzündung 
 Divertikulitis 3 
Colitis Ulcerosa 7 
Morbus Crohn 5 
Geschlecht 
 Männlich 7 
Weiblich 8 
Alter bei OP 
 Durchschnitt 48,3 
Intervall 23-78 
Weitere Erkrankung 












In diesem Analyseschritt wurde für jeweils eine Probe zwischen 80 und 100mg 
Patientengewebe entnommen und zu 1ml RIPA Lysis & Extraction Puffer 
hinzugefügt. Das RIPA Lysis & Extraction Puffer soll hierbei eisgekühlt verwendet 
werden. Im nächsten Schritt wurden 10μl ProteaseArrest™ hinzugefügt. 
ProteaseArrest™ umfasst  sowohl reversible, als auch irreversible Protease 
Inhibitoren, um Serin, Cystein und andere Proteasen zu hemmen, womit  über 
95% dieser Proteasen inhibiert werden. Anschließend wurde mit dem Ultra Turrax 
homogenisiert, wobei  zwischen den einzelnen Gewebeproben gründlich gespült 
wurde, um Verunreinigungen vermeiden. Die Proben wurden danach  5 bis 15 min 
auf Eis gelagert und periodisch mit der Pipette durchmischt. Im nächsten Schritt 
wurden die Proben  15 min, bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 




3.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Als nächstes  wurde die Gesamt Protein Konzentration mit Hilfe des BCA Protein 
Assay Kits von Pierce bestimmt. Diese Methode basiert auf einer farbmetrischen 
Detektion und Quantifizierung der Bicinchonsäure (BCA). Da Cu2+ -Ionen in einer 
alkalischen Lösung zu Cu1+-Ionen durch Proteine reduziert werden, kann anhand 
dieser gebildeten Cu1+-Ionen die Konzentration bestimmt werden. Diese Reaktion 
bildet eine Violett Färbung, die durch die Chelation von zwei BCA Molekülen und 
einem Cu1+-Ion zustande kommt. Diese Farbreaktion wird nun photometrisch bei 
Adipositas 1 
Arterielle Hypertonie 1 
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einer Wellenlänge von 562nm gemessen, wobei die Absorption proportional zur 
Proteinkonzentration der Lösung erfolgt.  
Neben dieser relativen Konzentrationsbestimmung erfolgte auch eine absolute 
Bestimmung des Proteingehaltes der einzelnen Proben mit Hilfe der Messung einer 
Verdünnungsreihe einer Bovine-, Serum-, Albumin (BSA)-Standardlösung bekannter 
Konzentration im Bereich von 0,025 bis 2 mg/ml (Tabelle5). Mithilfe, der so 
ermittelten Eichgerade kann der Gesamtproteingehalt der jeweiligen Proben ermittelt 
werden. Im ersten Schritt wurden die Proteinlösungen (10μl) im Verhältnis 1:5 und 
1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt und auf die 96-Well Platte aufgetragen. 
Danach wurde eine Mischung aus BCA (19,2ml) und Kupfer(II)-sulfat (380μl) 
angesetzt und 200μl zu jedem Well hinzu pipettiert. Anschließend wurde die 96-Well 
Platte für 30 Sekunden geschüttelt und bei 37°C für 30 min inkubiert. Im letzten 
Schritt wurde die Platte auf Raumtemperatur gebracht und mit dem  Mikroplatten-




Konzentration der BSA-Lösung Zusammensetzung 
2 mg/ml unverdünnt 
1.5 mg/ml 25 μl Aqua dest. + 75 μl BSA (2 mg/ml) 
1 mg/ml 50 μl Aqua dest. + 50 μl BSA (2 mg/ml) 
0.75 mg/ml 50 μl Aqua dest. + 50 μl BSA (1.5 mg/ml) 
0.5 mg/ml 50 μl Aqua dest. + 50 μl BSA (1 mg/ml) 
0.25 mg/ml 50 μl Aqua dest. + 50 μl BSA (0.5 mg/ml) 
0.125 mg/ml 50 μl Aqua dest. + 50 μl BSA (0.25 mg/ml) 
0.025 mg/ml 90 μl Aqua dest. + 10 μl BSA (0.25 mg/ml) 






Zur Isolation der Gesamt RNA einer Gewebeprobe wurde das miRNeasy Mini Kit von 
Qiagen verwendet. Dieses System kombiniert eine Phenol/Guanidin Lysis Mischung 
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mit einer  Silica Membran, welche eine selektive Bindefähigkeit für RNA besitzt. Das 
zugrunde liegende Prinzip dieser Methode beruht auf der spezifischen Bindung von 
RNA an eine Silikatmembran und der Geschwindigkeit der Mikrospintechnologie. 
Die Qiazol Lysis Flüssigkeit, welches Guanidin und Thiocyanate enthält, dient dem 
Homogenisieren der Gewebeproben (maximal 50mg je Probe). Dabei werden auch 
RNasen inhibiert, so dass die RNA vollständig isoliert werden kann. Nach Hinzufügen 
von Chloroform und anschließendem Zentrifugieren bilden sich eine obere wässrige, 
eine zwischen-, und eine untere organische Phase. Die obere Phase enthält die 
RNA, während DNA vorwiegend in der mittleren und  Proteine in der unteren Phase 
zu finden sind. Nach Abpipettieren der oberen Phase wurde  Ethanol hinzugefügt, 
um optimale Bedingungen für die Bindung der RNA an die Silikatmembran zu 
schaffen, sofern es sich um RNA-Moleküle mit mindestens 18 Nukleotiden handelt. 
Anschließend wurde die Probe auf die RNeasy Mini Säule gegeben. Nur die RNA 
kann effektiv an die Silika Membran binden, während andere Bestandteile effizient 
ausgewaschen werden. Abschließend wird die RNA in 50μl RNase freiem Wasser 





Zwischen den einzelnen Arbeitsgängen wurde das Turrax Gerät desinfiziert, um 
Verunreinigungen zu vermeiden. Zu diesem Zweck  wurde einmal mit 10 % SDS-
Lösung und viermal mit HPLC Wasser gereinigt. 
 
1. Turrax reinigen. 
2. 700μl QIAzol Lysis Reagenz in Eppendorf-Gefäße pipettieren. 
3. Probenmaterial dispergieren und homogenisieren. 
5. Zentrifugieren für 3 min bei 14000 rpm und Raumtemperatur. 
6. Obere Phase umpipettieren. 
7. Zugabe von 150μl Chloroform. 
8. Mit dem Vortex 15 sec mischen. 
9. Zentrifugieren für 15 min bei 12000 rpm und 4°C. 
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10.Abnahme der oberen RNA enthaltenden Phase und Zugabe von 100%igem 
Ethanol. 
12. Lysat/Ethanol Gemisch direkt auf die Säule geben, maximal 700 μl. 
13. Nach kurzer Zentrifugation (20 sec) bei 10.000 rpm und Raumtemperatur (RT). 
Durchfluss verwerfen und die Säule in ein neues Sammeltube überführen. 
14. Rest des Lysat/Ethanol Gemisches auf die Säule geben. 
15. Nach einer weiteren Zentrifugation für 20 sec bei 10.000 rpm und RT, den 
Durchfluss wiederum verwerfen und in ein neues Sammeltube überführen. 
16. Zugabe von 700μl Buffer RWT. Zentrifugieren für 20 sec bei 10.000 rpm und RT. 
Durchfluss verwerfen. 
17. Zugabe von 500μl Buffer RPE. Zentrifugieren  für 20 sec bei 10.000 rpm und RT. 
Durchfluss verwerfen. Einmalige Wiederholung. 
19. Erneute Zugabe von 500μl Buffer RPE. Zentrifugieren  für 2 min  bei 10.000 rpm 
und RT. Durchfluss verwerfen. 
20. Säule bei 10000 rpm für 1 min abzentrifugieren. 
21. Säule in frische Sammelgefäß stellen. 
22. 50μl RNase freies Wasser direkt auf die Säule geben. 
23. 1 min ruhen lassen. 
24. 1 min Zentrifugieren bei 10.000 rpm. 






Ein ELISA-Test eignet sich, um herauszufinden, ob und in welcher Menge eine 
bestimmte Substanz (Proteine, Viren, Hormone, Toxine und Pestizide) in einer Probe 
(Blutserum, Urin etc.) vorhanden ist. Es ist ein immunologischer Test (Antikörper-
Antigen-Komplex), welcher auf einer enzymatischen Farbreaktion beruht.  
Es gibt mehrere ELISA-Techniken, wobei in dieser Arbeit  die sog. Sandwich 
Methode angewendet wurde. Hierbei verwendet man zwei Antikörper, die jeweils an 
andere Epitope des Antigens binden. Der erste Antikörper (AK1, sog. coating 
antibody) wird an eine feste Oberfläche, meist an eine spezielle Mikrotiterplatte, 
gebunden. Nun wird die Probe in die wells der Mikrotiterplatte pipettiert, wodurch es  
zu einer Antikörper-Antigen-Komplexebildung kommt. Danach wird die Probe 
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inkubiert. Anschließend werden die nicht gebundenen Antikörper oder andere 
Bestandteile herausgewaschen. Ein zweiter, mit Biotin markierter monoklonaler 
Antikörper (AK2, sog. detection antibody) wird hinzugegeben und mit der Probe 
inkubiert. Jetzt bilden sich Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplexe. In einem dritten 
Inkubationsschritt wird das Biotin des AK2 durch ein Streptavidin-Peroxidase-
Konjugat gebunden. Das Substrat 3,3´-5,5´-Tetramethylbenzidin wird durch die 
Peroxidase oxidiert. Dies führt zu einer blauen Farbreaktion (Abb. 4). Durch 
Schwefelsäure (0,25 M) wird die Farbreaktion gestoppt. Mithilfe des Lambert-
Beerschen Gesetzes kann die Probe photometrisch bei 450 nm gemessen werden. 
Die Farbreaktion ist dabei proportional zur Antigen-Konzentration der Probe. Zur 
quantitativen Bestimmung der Ergebnisse werden Standardproben mit bekannter 





Abb. 4: Schematische Darstellung ELISA. (1) AK1-coat-antibody, am Boden der 
Mikrotiterplatte gebunden, (2) Zugabe der Probe und Inkubation, (3) Zugabe des 
AK2, (4) Zugabe und Komplexbildung des Enzym-gebundenen  Antikörper-Antigen-
Antikörpers, (5) Zugabe eines zum Enzym passenden Substrats, das zu einem 








Für die Untersuchung des Phospho-AKT, Phospho-P70 S6 Kinase und Phospho-
TOR Gens wurde das DuoSet® IC von R&D Systems verwendet. Im Ersten Schritt 
wird die ELISA-Platte mit 100μl Primärantikörper (AK1) beschichtet (Coating). Die 
Antikörper werden zunächst mit PBS auf eine Konzentration von 6μl/ml verdünnt. 
Anschließend wird bei Raumtemperatur über Nacht inkubiert. Im zweiten Schritt wird 
die ELISA-Platte dreimal mit Waschpuffer gereinigt und abgeklopft. Nachfolgend 
erfolgt die Absättigung, hier werden pro Well 300μl des Blockpuffers pipettiert und 
über  Nacht bei Raum Temperatur inkubiert. Danach wird Schritt zwei wiederholt. 
Nun werden die Proben 1:3 mit IC Diluent #3 (bei Phopho-TOR IC Diluent #4) 
verdünnt und je 100μl einheitlich pro Well pipettiert. Für den Standard ist eine 
Höchstkonzentration von 10ng/ml (für das Phospho-P70 S6 Kinase 20ng/ml) 
vorgesehen. Diese wird dann 1:2, 1:4, 1:8 usw. mit IC Diluent #3 verdünnt. Proben 
und Standardreihe werden immer im Doppelansatz pipettiert. Die Platte wird 
wiederholt über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend gewaschen. 
Nun werden 100μl des Sekundärantikörpers (AK2) hinzugefügt. Dieser wird vorher 
mit IC Diluent #1 auf eine Ausgangskonzentration von 0,4μg/ml verdünnt. Erneut wird 
über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und danach gewaschen. Im nächsten 
Schritt wird Streptavidin-HRP 1:200 mit IC Diluent  #1 verdünnt und zu je  einem well 
mit 100μl pipettiert (Konjugatzugabe). Nach 20min Inkubation ohne Lichteinstrahlung 
erfolgt ein letzter Waschschritt. Nun werden  100μl des Substrats pro Well pipettiert 
und der Reaktion erneut 20 min Zeit ohne Lichteinstrahlung 
gegeben(Substratzugabe). Im letzten Schritt erfolgt das Abstoppen der Farbreaktion. 
Hierzu werden 50μl der Stopplösung in jedes Well pipettiert und bei 450nm 
photometrisch gemessen. Über die genauere Zusammensetzung der einzelnen 





Blockpuffer 1% BSA in PBS, dann steril filtrieren 
IC Diluent #1 Entspricht Blockpuffer 
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IC Diluent #3 
1mM EDTA, 0,5 Triton X-100, 5mM NaF, 1M Urea 
in PBS 
IC Diluent #4 1mM EDTA, 0,5 Triton X-100 in PBS 
IC Diluent #7 
1mM EDTA, 0,5 Triton X-100, 5mM NaF, 6M Urea 
in PBS 
IC Diluent #8 1mM EDTA, 0,5 Triton X-100, 5mM NaF in PBS 
Stoplösung 2N H2SO4 
Substratlösung 1:1Mischung aus H2O2 und Tetramethylbenzidine 
Waschpuffer 0,05% Tween in PBS 






Die  Konzentrationsmessung der Ribonukleinsäure erfolgt photometrisch und basiert 
auf der Extinktion der Stickstoff-Basen. Die Messung wird sowohl bei 260nm als auch 
bei 280 nm durchgeführt. Mithilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes wird daraus die 
Konzentration berechnet. Zur Beurteilung der Reinheit der RNA wurde der Quotient 
aus der Absorption bei 260nm und der Absorption bei 280nm herangezogen, wobei 
ein Wert um 2,0  für eine hohe Reinheit der RNA spricht. Außerdem wird ein zweiter 
Quotient von 260nm zu 230nm bestimmt. Hier spricht ein Wert von 1,80 für einen 
hohen Reinheitsgrad der Probe. Das Photometer wird zunächst mithilfe von RNase 
freiem Wasser kalibriert und gesäubert, bevor dann max. (einheitlich) 8 Proben 
gleichzeitig gemessen werden können. Dazu werden jeweils 2 μl jeder Probe 
pipettiert und mithilfe des NanoDrop 8000 Spectrophotometers gemessen. Die 






Um die Genexpression mittels einer quantitativen Real Time PCR (qRT-PCR) 
durchzuführen, muss die isolierte RNA zunächst in complementary–DNA (cDNA)  
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umgeschrieben werden. Mithilfe der sog. Reverse Transkriptase (RT) kann die RNA 
in cDNA  umgeschrieben werden. Dazu benötigt die RT einen Primer, welcher am 
3´Hydroxyl-Ende der RNA bindet. Der Random Primer ist ein Hexamer-
Oligonukleotid, welches aus sechs zufällig zusammengesetzten Nucleotiden besteht.  
Ferner benötigt man für  die Synthese noch Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP Mix) 
und einen geeigneten Puffer (RT Buffer). Die Konzentration der verwendeten RNA 
wird vor jedem neuen Reaktionsansatz gemessen, da sich die Konzentration nach 
jedem Auftauvorgang verringert. Anschließend muss das benötigte Volumen 
berechnet werden, in dem 1μg RNA enthalten ist.  Dieses Volumen soll  mit RNase 
freiem Wasser immer 14,2μl ergeben, d.h. das berechnete RNA Volumen wird zum 
Mastermix gegeben und mit HPLC Wasser auf 20 μl aufgefüllt (Tabelle7). Der cDNA 
Ansatz enthält je Probe 2μl RT Puffer, 0,8μl dNTP, 2μl Random Primer und 1μl RT. 
Zusätzlich wird eine RNA freie Probe pipettiert, um den Reinheitsgrad der Proben 
und damit eine Verunreinigung auszuschließen. Daraus ergibt sich ein Endvolumen 
von 20μl bei einer einheitlichen Konzentration von 50ng/μl, wodurch die  Proben 
untereinander verglichen werden können. Mithilfe des SimpliAmp™ PCR-Cycler wird 
abschließend die cDNA-Synthese durchgeführt. Die Synthese erfolgte unter 
folgenden Reaktionsbedingungen: 10min bei 25 °C, 120min bei 37°C und 5min bei 





RT Puffer 2 μl 
dNTPs 0,8 μl 
Oligo dT-Primer 2 μl 
Reverse Transkriptase 1 μl 
Eingesetzte RNA 1 μg 
HPLC-Wasser ad 20 μl 









Dieses Verfahren ermöglicht es, eine Vielzahl identischer Kopien eines DNA-
Abschnitts herzustellen. Dazu werden zusätzlich zur DNA auch Nucleotide, 
hitzebeständige DNA-Polymerasen und spezifische Primer benötigt. Im ersten Schritt 
wird die DNA auf 90°C erhitzt, um die Wasserstoffbrücken zwischen den beiden 
Ketten in Einzelstränge aufzutrennen (Denaturierung). Nun wird die Temperatur auf 
65°C abgekühlt, damit es zu einer spezifischen Anlagerung der Primer (sog. Primer 
annealing) an das 3'-Ende der DNA-Einzelstränge kommt. Im letzten Schritt wird eine 
optimale Temperatur für die DNA-Polymerase geschaffen. Die Polymerase beginnt 
an den Primern von 3' nach 5' mit der Anlagerung komplementärer Basen 
(Elongation). Dadurch entstehen aus einer Matrizen DNA zwei identische 
Tochterstränge. Dieser Vorgang wird kann beliebig  oft wiederholt werden. Dabei 




3.2.8 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) 
 
Die quantitative Echtzeit-PCR ist eine Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäuren, 
die auf dem Prinzip der herkömmlichen Polymerase-Kettenreaktion beruht und 
zusätzlich die Möglichkeit der Quantifizierung in Echtzeit, also in „real time“ bietet. Mit 
der qRT-PCR lassen sich Aussagen über die differenzielle Expression von mRNAs 
treffen. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz Farbstoffen, wie z.B. dem 
SYBR-Green, am Ende oder während eines PCR-Zyklus durchgeführt. Die Farbstoffe 
sind an einer sequenzspezifischen Hybridisierungssonde, welche an ihrem 3´-Ende 
mit einem Quencherfarbstoff und an ihrem 5´-Ende mit einem fluoreszierenden 
Reporterfarbstoff markiert ist, gekoppelt. Die Fluoreszenz des Reporters (R) wird bei 
intakter Sonde durch einen Quencher (Q) unterdrückt. Hierbei hybridisiert die Sonde 
zunächst mit dem komplementären DNA-Strang und wird dann bei der Elongation 
der Taq-Polymerase abgebaut. Der abgespaltene Reporter kann fluoreszieren (Abb. 
5). Die Fluoreszenz nimmt dabei mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine 






Abb. 5: Schematische Darstellung qRT-PCR:  R=Reporterfarbstoff     Q=Quencher 
 
 
Die Auswertung erfolgt über den Cycle Threshold (Ct-Wert= Schwellenwert-Zyklus). 
Der Ct-Wert beschreibt den Anfang des exponentiellen Wachstums, bei dem die 
Fluoreszenz erstmals über den Hintergrundwert ansteigt (Abb. 6). Dieser tritt erst ab 
einer bestimmten Zyklenzahl auf, denn während der ersten Zyklen treten keine  
messbaren Ergebnisse auf. Je größer die Menge an DNA, desto schneller wird der 
Ct-Wert erreicht. Ein Vergleich des Ct-Werts zweier Proben zeigt, welche vor der 
Vermehrung mehr  DNA bzw. RNA enthielt. Generell gibt es zwei Arten der 
Quantifizierung, die  absolute und die relative Quantifizierung. Die absolute 
Quantifizierung  wird nur selten angewendet, da diese relativ aufwendig und die 
Ergebnisse fragwürdig sind. Bei der relativen, Quantifizierung, welche auch hier 
verwendet wurde, wird eine sog. interne Kontrolle benötigt. Dafür werden z.B. 
Haushaltsgene benötigt. In dieser Arbeit wurde das Phosphomannomutase 1 
(PMM1) verwendet. PMM1 kommt in allen eukaryotischen Zellen vor und  für das 
Überleben dieser Zellen von immenser Bedeutung. Im Gegensatz zu den regulierten 
Genen, werden die Haushaltsgene unabhängig von Zelltyp, Zellstadium, Krankheit 













Um die Ct-Werte untereinander vergleichbar zu machen, wurde mit einer 
ausgewählten Probe eine Standardlösung angesetzt. Diese Probe zeichnete sich 
durch ihre besondere Reinheit aus (280/260= 2,04 / 260/230=1,98). Dazu wurde eine 
erneute cDNA-Synthese mit einer Konzentration von 50ng/μl durchgeführt. Der 
cDNA-Ansatz enthielt je Probe 10μl RT Puffer, 4μl dNTP, 10μl Random Primer und 
5μl RT. Zusätzlich wurde eine NoRT  Kontrolle angesetzt, die alle Komponenten 
außer RNA enthält. Danach wurden alle Proben gevortext und zentrifugiert.  
Mithilfe des SimpliAmp™ PCR-Cycler wurde anschließend die cDNA-Synthese 
durchgeführt. Die Synthese erfolgte unter folgenden Reaktionsbedingungen: 10 min 
bei 25°C, 120min bei 37°C und 5min bei 85°C. Nach der Synthese wurden die 
Proben bei -20°C gelagert. Für die Taq-Man Platte wurden zunächst die cDNA-
Proben, der Assay on Demand (AoD) und der Mastermix (TaqMan® Gene 
Expression Master Mix) komplett auf Eis aufgetaut. Für den Mastermixansatz wurden 
je Doppelprobe 21μl TaqMan® Gene Expression Master Mix, 2,1μl AoD und 16,8μl 
HPLC-Wasser zusammen pipettiert. Dazu wurden dann 2,1μl cDNA der jeweiligen 
Proben und zusätzlich 2,1μl, für eine NORT-, und NT-Probe hinzu pipettiert. Dies 
ergab eine Gesamtmenge von 40μl. Der Standard wurde immer frisch angesetzt. Der 
Pipettieransatz für den Standard ist aus Tab.14 zu entnehmen. Zu jedem Standard 
wurden 21μl  TaqMan® Gene Expression Master Mix und 2,1μl AoD  hinzu pipettiert. 




 STD 1 STD 2 STD 3 STD 4 STD 5 STD 6 
cDNA 10,5 μl    
aus  
50ng/μl 
4,2 μl aus 
50ng/μl 
2,1 μl aus 
50ng/μl 
2,1 μl aus 
25ng/μl 
2,1 μl aus 
5ng/μl 




8,4 μl 14,7 μl 16,8 μl 16,8 μl 16,8 μl 16,8 μl 




Alle Proben wurden danach gevortext und zentrifugiert (20 sec bei 5000 rpm). Die 
Proben und der STD wurden in Duplikaten (20μl pro Well) auf eine 96-Well Platte 
pipettiert. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass die Wells keine Luftblasen 
enthalten. Anschließend wurde die Platte mit einer Klebefolie verschlossen und bei 
1000 rpm für 5min zentrifugiert.  Zuletzt wurde die Platte in einem 7900HT Fast Real-
Time PCR System inkubiert und das Programm gestartet. Genauere Informationen 












Temp (°C ) 95°C 95°C 60°C 
Time 10 min 15 sec 60 sec 




3.2.9 Statistik und Auswertung 
 
Die Statistische Analyse der Proben erfolgte mit der SPSS-Software von IBM. Es 
wurden Mittelwerte (MW) und dessen Standardfehler (Stdfehler) berechnet. 
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Abhängig von der  Normalverteilung der Proben wurde entweder der Wilcoxon-Test 
oder der t-Test für verbundene Stichproben durchgeführt. Bei P < 0,05,  wurden die 
Werte als signifikant eingestuft. Für die Proteinebene haben wurde die 
Proteinisolation, die Gesamtproteinkonzentrationsbestimmung und das ELISA 
Verfahren durchgeführt. Die Ergebnisse wurden wie folgt  zusammensetzt: Zunächst 
wurde der Mittelwert aus der 1:5 und 1:10 Verdünnung der BCA Bestimmung für die 
jeweiligen Proben berechnet (in µg/ml). Anschließend wurde das ELISA-Ergebnis der 
jeweiligen Probe (pg/ml) in Bezug auf 1mg Gesamtproteinmenge gesetzt. Für die 
RNA-Ebene wurde nach Umschreibung der RNA in cDNA, die qRT-PCR der 
Zielgene im Vergleich zu einem entsprechenden Haushaltsgen durchgeführt. Dabei 






Ziel dieser Arbeit war es, die Expression verschiedener Effektoren des mTOR 
Signalweges in menschlichen Gewebeproben von verschiedenen gastrointestinalen 
Tumorentitäten und prämalignen Vorstufen auf RNA und Proteinebene zu 
analysieren. Die mTOR Kinase ist die aktive Komponente des mTOR Komplex 1 
(TORC1) und 2 (TORC2). Eines der stromabwärts gelegenen Zielgene von mTORC1 
ist die p70S6 Kinase, die nach Phosphorylierung durch  TORC1 aktiviert wird und 
eines der stromabwärts gelegenen Ziele von mTORC2 ist AKT. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde sowohl die mTOR- Expression sowie die Expression seiner 
stromabwärts gelegenen Ziele, S6K1 und AKT untersucht.  Es wurden insgesamt 63 
Gewebeproben in die Untersuchung eingeschlossen. Diese umfassten 20 
Kolorektale Karzinome (CRC), 19 Kolorektale Lebermetastasen (CRLM), 15 
Enteritiden und 9 Adenome. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Expression dieser 
Gene im jeweiligen pathologischen und benachbarten normalen Gewebe auf RNA 
Ebene mittels Real Time PCR (qRT PCR) untersucht. Anschließend wurde ihre 








Der Einsatz der qRT-PCR erlaubt eine vergleichende Quantifizierung der 
Genexpression. Zu dieser vergleichenden Analyse ist eine Normalisierung mit Hilfe 
eines Referenzgens erforderlich, dessen Expression in allen untersuchten Proben 
stabil ist und nur geringfügigen Schwankungen unterliegt. Ein solches Haushaltsgen 
stellt PMM1 dar, das wir in unseren Untersuchungen zur Normalisierung eingesetzt 
haben. Um unsere qRT-PCR durchzuführen, musste zunächst die entsprechende 
RNA isoliert und ihre Konzentration sowie ihr Reinheitsgrad bestimmt werden. Nach 
Umschreibung der RNA in cDNA wurde die qRT-PCR der Zielgene im Vergleich zu 
einem entsprechenden Haushaltsgen durchgeführt. 
Während die CRC-, Adenom- und Enteritid Patientengruppen hinsichtlich der mTOR-
mRNA-Expression keinen signifikanten Unterschied zwischen dem pathologischen 
und dem benachbarten Normalgewebe aufweisen, zeigt die  CRLM-Patientengruppe 
eine signifikant 3-fach erhöhte mTOR-mRNA-Expression im Tumorgewebe im 
Vergleich zum Tumornachbargewebe (P<0,005), (Abb. 7). In Übereinstimmung mit 
einer signifikant erhöhten mTOR Expression in CRLM Patienten zeigt sich auch die 
Expression des stromabwärts gelegenen Zielgens von mTORC1, p70S6, im 
Tumorgewebe signifikant 6,3-fach erhöht im Vergleich zum Normalgewebe 








Abb. 7: Relative mTOR-mRNA-Expression in CRLM-, CRC-, Adenom-, und Enteritid-
Patientengewebe. n-facher Anstieg > 1 zeigt mTORm mRNA Überexpression in 
pathologischem Gewebe relativ zum Normalgewebe: CRLM n = 19 (*P<0,05), CRC n 




Abbildung 8 zeigt die relative AKT- und S6K1-mRNA Expression bei CRLM 
Patienten. Die CRLM Patienten zeigen im pathologischen Gewebe eine signifikant 
(P<0,005) 6,3-fach erhöhte S6K1-mRNA-Expression im Vergleich zum 
Tumornachbargewebe. Die AKT mRNA Expression ist im pathologischen Gewebe 























































Abb. 8: Relative S6K1- und AKT- mRNA-Expression bei Patienten mit CLRM. n-
facher Anstieg > 1 zeigt S6K1 und AKT  mRNA Überexpression im Tumorgewebe 
von CRLM Patienten im Vgl. zum jeweiligen Tumornachbargewebe.  S6K1:   






Nach Darstellung des mTOR mRNA Expressionsprofils in benignen und malignen 
kolorektalen Entitäten wurde abgeklärt, ob die Expression des mTOR Proteins mit 
der Expression der mTOR mRNA übereinstimmt. Zu diesem Zweck wurde die 
absolute mTOR Expression mittels ELISA in in CRLM-, CRC-, Adenom- und 
















































Abb. 9: Absolute mTOR Proteinexpression bei CRLM-, CRC-, Adenom- und 
Enteritid- Patienten in pathologischem Gewebe (p) und  in gesundem 
Nachbargewebe (n). Alle Angaben in in pg/ml pro mg Gesamtprotein, CRLM n = 19; 




Das mTOR Protein wird in allen untersuchten kolorektalen Entitäten exprimiert, 
allerdings deutlich höher in den benignen kolorektalen Erkrankungen im Vergleich zu 
den malignen Entitäten. Während mTOR auf der mRNA Ebene in den CRLM 
Patienten signifikant hochexprimiert wurde (Abb. 7), konnte dies auf der 
Proteinebene nicht gezeigt werden.  Vielmehr wurde bei keiner der Patientengruppe 
ein signifikanter mTOR Protein Expressionsunterschied zwischen pathologischem 































Abb. 10: Absolute mTOR-Proteinexpression  in Enteritiden im Vgl. zu CRC und 
CRLM. Es wurde für jede Entität das pathologische (p) in Bezug gesetzt zum  
gesunden Nachbargewebe (n). Enteritid Patienten zeigten gegenüber CRLM und 
CRC Patienten eine signifikant erhöhte mTOR Expression sowohl in pathologischem 
(*P<0,05) als auch in gesundem Nachbargewebe (*P<0,05). Alle Angaben in pg/ml 




Die Enteritid-Patienten zeigten eine signifikant (P<0,05) 13-fach erhöhte mTOR 
Proteinexpression im pathologischen Gewebe und eine 19-fach signifikant erhöhte 
mTOR Proteinexpression im gesunden Nachbargewebe (P<0,05), im Vergleich zu 
den CRLM Patienten wie dargestellt in Abbildung 10. Auch im Vergleich zur CRC-
Gruppe zeigt das Enteritidgewebe eine signifikant (P<0,05) erhöhte mTOR 
Proteinexpression. Das pathologische Enteritid-Gewebe wurde 8-fach, das gesunde 
Enteritidgewebe wurde 9-fach höher exprimiert im Vergleich zum pathologischen 






























Absolute m-TOR-Expression Enteritiden relativ zum 





Abb. 11: Absolute S6K1-Proteinexpression bei CRLM-, CRC-, Adenom- und 
Enteritid-Patienten in pathologischem (p) und  in gesundem Nachbargewebe (n). Alle 
Angaben in in pg/ml pro mg Gesamtprotein, CRLM n = 19; CRC n = 20; Adenom n = 




Wie dargestellt in Abb. 11 wird das S6K1 Protein in allen Patientengruppen in 
































Abb. 12: Absolute AKT-Proteinexpression bei CRLM-, CRC-, Adenom- und Enteritid-
Patienten in pathologischem (p) und  in gesundem Nachbargewebe (n). Alle 
Angaben in in pg/ml pro mg Gesamtprotein, CRLM n = 19, *P<0,05; CRC n = 20; 




Wie dargestellt in Abb. 12 wird das AKT Protein in allen Patientengruppen  
exprimiert. Es lässt sich bei CRLM-, CRC-, Adenom- und Enteritidpatienten kein 
signifikanter Expressionsunterschied zwischen dem jeweiligen pathologischen 















































    Männlich 13 .55 .55 .38 
Weiblich 7 .18 .87 .31 
TNM-Stadium 
    I + II 7 .42 .49 .74 
III + IV 13 .65 .38 .17 
Metastasen 
    positiv 7 .99 .87 .18 
negativ 13 .86 .71 .55 
Tab. 16: Klinisch/pathologische Parameter der  CRC-Kohorte. n= Anzahl der 




Tabelle 16 stellt dar, ob ein Zusammenhang zwischen verschiedenen klinischen und 
pathologischen Parametern  und der Proteinexpression von mTOR/AKT/S6K1 bei 
CRC-Patienten  besteht. Als Parameter wurden Geschlecht, TNM-Stadium und 
Metastasierung gewählt. Es wurde bei keinem der Proteine ein signifikant 









Der mTOR Komplex  stellt eine zentrale Schnittstelle des Energie-, Nährstoff- und 
Proteinstoffwechsels dar und spielt in der Zelle eine herausragende Rolle. In 
verschiedenen Krankheiten, insbesondere bei Tumorerkrankungen, wird eine 
aberrante Regulation des mTOR Stoffwechselweges, ausgelöst durch Mutation oder  
37 
 
Hyperaktivität des mTOR Proteinkomplexes, mit Gewebewucherung und 
Tumorwachstum in Verbindung gebracht (Dann et al., 2007; Strimpakos et al., 2009; 
Willems et al., 2012; Zaytseva et al., 2012; Cheng et al., 2013). Da eine erhöhte 
mTOR Expression  schon in Prostata-, Leber-, und Pankreaskarzinomen beobachtet 
wurde, war es das Ziel dieser Arbeit, herauszufinden, wie mTOR im kolorektalen 
Karzinom und in kolorektalen Metastasen sowie im Adenom und in Enteritiden 
exprimiert wird (Kremer CL et al., 2006; Sahin F et al., 2004; Y. Jiao et al., 2011). 
Auf der RNA Ebene konnten wir bei der CRLM-Patientengruppe eine signifikant 
erhöhte Expression der mTOR mRNA im Vergleich zum Normalgewebe aufzeigen. 
Hier weist die mTOR mRNA im pathologischen Gewebe eine ca. 3-Fach höhere 
Expression als das benachbarte Normalgewebe auf (Abb. 7). Auch  Wu et al., 
konnten eine 2,3-Fach höhere mTOR mRNA im pathologischen CRC-Gewebe im vgl. 
zum normalen Nachbargewebe nachweisen (Shehua et al., 2015). Für die anderen 
drei untersuchten Entitäten liess sich kein signifikanter Unterschied in der mTOR 
Expression zwischen pathologischem und korrespondierendem Normalgewebe 
feststellen (Abb. 7). 
Dies zeigte sich auch auf der Proteinebene, wie dargestellt in Abb. 9. Während sich 
bei den CRLM-Patienten  auf der RNA-Ebene ein signifikanter mTOR 
Expressionsunterschied zwischen pathologischem und normalem 
Tumornachbargewebe zeigte, konnte dieser Unterschied auf der Proteinebene nicht 
dargestellt werden. Als Ursache hierfür kommen unterschiedliche 
posttranskriptionelle und posttranslationale Veränderungen in Betracht, andererseits 
könnte dies auch durch die Proteinisolation und das darin eingesetzte Reagenz 
Qiazol begründet sein. In anderen Studien konnte eine signifikant erhöhte mTOR 
Proteinexpression in  pathologischem CRC-Gewebe gegenüber normalem 
Nachbargewebe nachgewiesen werden (Shuhua et al., 2015; Johnson et al., 2010). 
Allerdings erfolgte der Proteinnachweis in diesen Studien mittels Immunhistochemie 
bzw. Western Blot Analyse. Dies macht den Vergleich der Ergebnisse nur indirekt 
möglich. Ferner könnten unterschiedliche Ergebnisse aufgrund  unterschiedlicher 
Kohorten der Patienten und der Lokalisation des Gewebes  Zustandekommen. 
Vorangegangene Studien konnten eine  erhöhte mTOR Expression nur im 
linksseitigen CRC-Gewebe nachweisen (Melling et al., 2015; Johnson et al., 2010). 
Es könnte somit rechtsseitiges  CRC-Gewebe Zellen untersucht worden sein. 
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Wie in Abb. 10 dargestellt, zeigten die Enteritid-Patienten auf der Proteinebene im 
Vergleich zur CRC- und CRLM-Gruppe eine signifikant erhöhte mTOR Expression, 
sowohl im gesunden wie auch im pathologischen Gewebe. Es handelte sich hierbei 
um eine signifikant 13-fach erhöhte mTOR Expression im pathologischen Enteritid 
Gewebe im Vergleich zu der CRLM-Patientengruppe. Gegenüber der CRC-Gruppe 
handelte es sich um eine signifikant 8-fach erhöhte mTOR Expression. In diversen 
Studien konnte bereits die  wichtige Rolle von mTOR bei der 
Entzündungsentwicklung dargelegt werden (Soliman et al., 2013).  Auch Weichhart 
et al. berichten über die antiinflammatorische Wirkung von  mTOR in Monocyten. So 
wurde gezeigt,  dass mTOR die  NF-κB-abhängige proinflammatorische  Zytokin IL-
12-Produktion hemmt und gleichzeitig die STAT3-abhängige antiinflammatorische IL-
10-Produktion aktiviert (Weichhart et al., 2009). Hier könnten evtl. 
Entzündungsmediatoren die erhöhte  mTOR Proteinexpression im 
Entzündunsgewebe bewirken. In diesem Zusammenhang sind jedoch weitere 
Untersuchungen notwendig, da die Literatur hierzu keine ausreichenden Kenntnisse 
liefert. 
Wie dargestellt in Tab. 16 zeigt, dass es keine Korrelation zwischen der mTOR 
Proteinexpression und die in dieser Untersuchung aufgeführten klinischen sowie 
pathologischen Parameter bei CRC-Patienten, gibt. Allerdings gibt es signifikante 
mTOR Expressionsunterschiede in der humanen Alterung, wie wir jüngst in einer 
Studie gezeigt haben (Rubie et al., 2016). Geschlecht, TNM-Stadium und 
Metastasensetzung korrelieren jedoch nicht mit erhöhter mTOR Proteinexpression. 
Melling et al kann dieses Ergebnis bestätigen. Er konnte ebenfalls keine 
Korrelationen zwischen verstärkter mTOR Proteinexpression und den in Tab. 16 
aufgeführten klinischen sowie pathologischen Parametern finden (Melling et al., 
2015). Melling et al haben durch ihre hohe Anzahl an Patientenproben (n=1800) eine 






Das S6K1 Protein spielt im mTOR Signalweg eine entscheidende Rolle. Es kann 
durch mTOR aktiviert werden und wirkt regulierend auf verschiedene zelluläre 
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Prozesse, wie  Zellwachstum, -überleben und –metabolismus  (Pearce et al., 2010). 
Das S6K1 Protein ist der direkte stromabwärts gelegene Effektor des mTORC1-
Komplexes und spielt eine entscheidende Rolle für den mTOR Signalweg. Das S6K1 
Protein ist in diversen Tumoren dereguliert und wird derzeit als wichtiger Faktor für 
die Pathogenese verschiedener Tumorentitäten angesehen (Georgrescu et al., 
2010). S6K1 zeigt eine Resistenz gegenüber Arzneistoffen und Chemotherapie, was 
die wichtige Rolle dieses Proteins für das Tumorwachstum und -überleben 
unterstreicht (Ismail et al., 2014). So konnte in vorherigen Studien eine 
Überexpression des S6K1 Proteins im pathologischem Gewebe im Vergleich zum 
normalem Nachbargewebe in diversen Tumorarten, wie etwa beim Magen-, und 
Mammakarzinom nachgewiesen werden (Xiao et al., 2009; Khotskaya et al., 2014). 
Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von S6K1 auf RNA und Proteinebne im 
kolorektalen Karzinom zu untersuchen. Auf der RNA-Ebene zeigte sich bei den 
CRLM-Patienten im pathologischen Gewebe eine 6-fach signifikant erhöhte S6K1 
mRNA Expression im Vergleich zum normalen Tumornachbargewebe (Abb. 8). 
Auf der Proteinebene konnten die Ergebnisse der RNA Ebene jedoch in dieser 
Studie nicht bestätigt werden, was einerseits durch unterschiedliche 
posttranskriptionelle und posttranslationale Veränderungen begründet sein könnte, 
andererseits wie schon für mTOR ausgeführt auch durch experimentelle 
Bedingungen begründet sein. Auch für die Proteinisolation von S6K1 wurde das 
Reagenz Qiazol eingesetzt, was die Ergebnisse beeinflussen könnte (Abb. 11). 
Es gibt eine Studie, die sowohl auf der RNA Ebene wie auch auf der Proteinebene 
eine signifikant erhöhte S6K1 Expression im  pathologischen CRC-Gewebe im 
Vergleich zum normalen Tumornachbargewebe zeigt (Lu et al., 2014).  Während in 
zahlreichen Studien eine S6K1 Überexpression gegenüber normalem 
Tumornachbargewebe nachgewiesen wurde, gibt es für das CRC derzeit noch nicht 
ausreichend Literatur, um abschließend zu klären, ob eine Beteiligung des S6K1 
Proteins im CRC grundsätzlich vorhanden ist.  
Wie dargestellt in Tab. 16, konnte keine Korrelation zwischen der S6K1 
Proteinexpression und den in dieser Arbeit aufgeführten klinischen sowie 
pathologischen Parametern bei CRC-Patienten festgestellt werden. Während 
verschiedene Studien gezeigt haben, dass die S6K1 Expression mit erhöhten TNM-
Stadien und Metastasierung korrelieren kann (Shaohua et al., 2015 und Lu et al., 
2014), konnte dies in dieser Studie nicht gezeigt werden. Dies könnte auf 
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unterschiedliche Patientenkollektive und andere Nachweismethoden (IHC) zurückzu 
führen sein. Eine geschlechtsspezifische Korrelation konnte weder in dieser noch in 






Das Akt Protein spielt bei der Regulation von Zellproliferation, -überleben, -größe, 
Glucosemetabolismus und Angiogenese eine zentrale Rolle (Bellacosa et al., 2005). 
Es handelt sich hierbei um eine  Serin/Threonin Kinase, die einen stromabwärts 
gelegenen Effektor des mTORC2-Komplexes darstellt und ein wichtiger 
stromabwärts gelegener Effektor der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und der 
Phosphoinositid-abhängigen Kinase-1 (PDK1) ist (Engelman et al., 2009; Manning et 
al., 2007; Franke et al., 2008).  Eine Hyperaktivität des AKT/PI3K Signalweges lässt 
sich in vielen Tumorarten nachweisen wie etwa beim Sarkom und Melanom (Tomita 
et al., 2006; Dai et al., 2005). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen bei CRLM-Patienten keine signifikant erhöhte 
AKT Expression auf der RNA Ebene im pathologischen Gewebe im Vergleich zum 
Tumornachbargewebe (Abb. 8). Dieses Ergebnis für AKT unterscheidet sich von den 
Ergebnissen für mTOR und S6K1, die deren Expression auf RNA-Ebene eine 
signifikante Hochregulation zeigte. Dies könnte dadurch begründet sein, dass s6K1 
ein Effektor des mTORC1 Komplexes ist und AKT ein Effektor des mTORC2 
Komplexes, deren Regulation unterschiedlich ist. Auch in anderen Studien (Zinda et 
al., 2001), in denen die AKT Expression in  verschiedenen Tumorarten untersucht 
wurde, konnte kein signifikanter AKT Expressionsunterschied auf RNA Ebene 
beobachtet werden, wobei dies auch für das Kolorektale Karzinom untersucht wurde. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Tumorgenese des CRC und eine 
erhöhte AKT RNA Expression nicht  oder  nur geringfügig miteinander korrelieren.  
Andere Studien können einen signifikanten AKT RNA Expressionsunterschied im 
Kolorektalen Gewebe gegenüber gesundem Tumornachbargewebe belegen 
(Rychahou et al., 2008). Die abweichenden Ergebnisse könnten aufgrund 
unterschiedlicher Patientenkohorten oder Methodik zustande kommen.  
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Auf der Proteinebene zeigte sich bei keiner Patientengruppe eine signifikant erhöhte 
AKT Expression zwischen Normalgewebe und pathologischem Gewebe (Abb. 12).  
Diese Ergebnisse lassen keinen Zusammenhang zwischen AKT Expression und der 
Entwicklung des CRC bzw. seiner prämalignen Vorstufen erkennen. Die 
Tumorgenese des CRC ist nicht ausreichend entschlüsselt und kann auf 
multifaktoriellen genetischen und epigenetischen Faktoren beruhen, an denen 
verschiedene Signalwege beteiligt sind. Mutationen von AKT scheinen auch variabel 
in Bezug auf den Tumortyp zu sein. Anders als zum Beispiel beim Mammakarzinom 
sind Mutationen des AKT1 im CRC eher selten (<2%) (Carpten et al., Bleeker et al., 
2008). Demnach können die Entstehung und das Wachstum von Tumoren auch AKT 
unabhängig verlaufen wie eine aktuelle Studie zeigen konnte (Lien et al., 2017). 
Kolorektale Karzinome ohne AKT Aktivierung scheinen sogar auf ein eher 
aggressiveres Verhalten und eine schlechtere Prognose bezüglich der 
Patientenüberlebensrate hinzudeuten, wie Baba et al an 717 CRC Patienten gezeigt 
hat (Baba et al., 2011). 
Es konnte in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen molekularbiologischen 
AKT Daten und klinischen Parametern der Patienten festgestellt werden (Tab. 16). 
Andere Studien können eine Korrelation zwischen erhöhter AKT Expression und 
Metastasierung bzw. TNM-Stadium belegen (Zhang et al., 2012; Colakoglu et al., 
2008).  Allerdings basieren ihre Nachweis auf immunhistochemischen 
Untersuchungen, was den Vergleich mit den Daten dieser Arbeit nur indirekt erlaubt. 
Hierzu sind weiterführende Untersuchungen mit einem größerem Patientenkollektiv 
notwendig, ob abzuklären in wieweit eine Korrelation zwischen erhöhter AKT 
Expression zum einen und Metastasierung bzw. TNM-Stadium zum anderem 
besteht. Eine geschlechtsspezifische Korrelation konnte weder in dieser noch 
anderen Studien nachgewiesen werden (Zhang et al., 2012; Colakoglu et al., 2008) 
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit scheint das AKT Protein keine Rolle für 
die Entwicklung eines CRC oder seiner prämalignen Vorstufen zu spielen. Um als 
funktionierender und aussagekräftiger Biomarker zu dienen, bedarf es weiterer 







5.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerung: 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten nicht auf eine  Rolle des mTOR und S6K1 
Proteins  bei der Entwicklung des CRC und seiner prämalignen Vorstufen hin.Für 
beide Proteine konnte zwar bei den CRLM Patienten eine signifikant erhöhte 
Expression von mTOR und S6K auf der RNA Ebene in pathologischem Gewebe im 
Vergleich zu gesundem Nachbargewebe gezeigt werden. Auf der Proteinebene 
konnte dieser Befund jedoch nicht bestätigt werden. Diese Diskrepanz könnte durch 
unterschiedliche posttranskriptionelle und posttranslationale Veränderungen wie 
etwa trankriptionelles Spleißen, posttranskriptionelles Spleißen, translationale 
Modifikationen bzw. Regulationen und  Proteinkomplex Formierung zustande 
kommen (Guo et al., 2008).  
Da erst nach Abschluss der hier vorgestellten experimentellen Arbeiten beobachtet 
wurde, dass das Reagenz SDS die Proteinisolation stören könnte, wären potentielle 
Diskrepanzen zwischen der RNA- und Proteinebene möglicherweise auch durch das 
experimentelle Vorgehen erklärbar. 
Im entzündlichen kolorektalen Gewebe der Enteritid Patienten wurde jedoch eine 
signifikant erhöhte mTOR- Proteinexpression im Vergleich zu den anderen 
untersuchten Entitäten gemessen, was auf eine Aufgabe von mTOR in 
entzündlichem kolorektalen Gewebe hinweist(Abb. 10). 
Das AKT Protein hingegen zeigt weder auf der RNA noch auf der  Proteinebene eine 
Beteiligung an der Genese des CRC und seiner prämalignen Vorstufen. Basierend  
auf diesem Ergebnis spielt das AKT Protein keine Rolle für die Entwicklung eines 
CRC und seiner prämalignen Vorstufen.  
Eine geschlechtsspezifische Korrelation konnte weder für mTOR, S6K1 oder AKT  
festgestellt werden. Für weitere klinische und  pathologische Parameter wie etwa 
TNM-Stadium und Metastasierung konnte in dieser Arbeit keine Korrelation gefunden 
werden, wobei dies in der Literatur kontrovers diskutiert wird. 
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit sollten weiterführende Untersuchungen 
mit größeren Patientenkollektiven durchgeführt werden, um die Komplexität des 
mTOR/S6K1/AKT Signalweges besser zu verstehen. Dabei wäre es auch wichtig, 
weitere experimentelle Nachweismethoden wie etwa Immunhistochemie und 
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°C                                Grad Celsius 
3’-UTR  3’ untranslatierte Region 
AGC 
cAMP Proteinkinase A/ Proteinkinase G / Proteinkinase 
C 
AK Antikörper 
AoD Assay of Demand 
BSA Bovines Serumalbumin 
CRC Kolorektales Karizinom 
CRLM Kolorektale Lebermetastasen 
Deptor DEP-domain- containing mTOR-interacting protein 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNA-PK DNA-Dependent Protein Kinase 
dNTP Nukleosidtriphosphate 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
Hsp70 heat shock protein 70-α 
IL-10 Interleukin 10 
IL-12  Interleukin 12 
k.A Keine Angabe 
KHK Koronare Herzkrankheit 
M Mol 
min Minute 




mLST8 mammalian lethal with Sec13 proteine 8 
mM Millimol 
mRNA messenger RNA 
mSIN1 mammalian stress-activated PK-interacting protein 1 
mTOR mammalian Target of Rapamycin 
mTORC1 mTOR complex 1 
mTORC2 mTOR complex 2 
NaF Natriumfluorid 
NF-κB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 
ng Nanogramm  
nm Nanometer 
NRT No Reverse Transkriptase 
nt Nucleotiden 
NTC No Templete 
OP Operation 
PBS Blei(II)-sulfid 
PCR                           Polymerase Chain Reaction 
PDK-1  phosphoinositide-dependent kinase-1 
PH Pleckstrin-homolog 
PHLPP1/2 
PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase 
1 
PI3K phosphoinositide 3-kinase 
PKB Proteinkinase B 
PMM1 Phosphomannomutase 1 
PP2A Protein phosphatase 2A 
PRAS40 proline-rich Akt substrate 40 kDa 
PTEN Phosphatase and Tensin homolog 
qRT-PCR                   real-time quantitative PCR 
Raptor regulatory-associated protain of Mtor 
RHO ρ-Faktor 
RISC RNA-induced silencing complex 
RNA Ribonukleinsäure 
RNAse III Ribonuklease III 
rpm rounds per minute 
RT Reverse Transkriptase 
S6K1 S6 Kinase 1 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
sog. so genannte 
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